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アポトーシスの歴史は、1885 年に Flemming はラットの卵胞に、染色体の凝縮、分断し
た死細胞を観察した(1)。これが最初に報告されたアポトーシスといわれている。1948 年頃






出し、1972 年にこのような細胞死をアポトーシス(apoptosis)と名付けた (4)。 
プログラム細胞死(アポトーシス)の過程に関与する機構は、からだの構成が単純であり、
細胞数の比較的少ない線虫を実験材料にして研究が発展した。1977 年に Sulston と
Brenner と Horvitzは、線虫を組織する 1090 個の体細胞は成体を形成するにあたって、特
定の 131 個の細胞は細胞死を起こし、線虫間で不変であることを見出した。このプログラ
ム細胞死も染色体の凝縮などのアポトーシスの特徴を有していた。さらに、遺伝的な解析
によって 1982 年には細胞死に異常のある変異体 ced が 10 種類単離された。これによって
プログラム細胞死が遺伝的支配を受けることが証明された(5)。この研究は 2002 年にノーベ
ル生理学・医学賞を受賞している。線虫のプログラム細胞死(アポトーシス)に関係する遺伝




図 1 線虫の遺伝解析より判明したプログラム細胞死(アポトーシス)のシグナル経路 
 ced-3, -4 は細胞死に必須の遺伝子であり、ced-4 は ced-3 を活性化させ、ced-3 が細胞
死を実行する。ced-9 は ced-4 を抑制し細胞死を抑制している。egl-1 は ced-9 を抑制し細胞




ced-3 は細胞死の実行因子であり、ced-4 は ced-3 の活性化因子、ced-9 は ced-4 の抑制因
子であることが分かった。また、ced-1, -2, -5, -6, -7, -10 は死細胞の貪食に係わる因子であ
ることが分かった。ced の後に同定された egl-1 は ced-9 を抑制し細胞死を誘導することが
分かった。転写因子の ces-1 は egl-1 の抑制に働き、ces-2 は ces-1 を抑制する因子であると
考えられている。ced-8 は細胞死の効率に係わっていると考えられている(5, 6, 7)。 
上記の研究により、プログラム細胞死=アポトーシスの考えが広まっていったが、現在は
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1-2.  カスパーゼ 
 
1-2-1.  カスパーゼの特徴 
 
アポトーシスを実行するにあたって重要視されているシステインプロテアーゼがあり、
カスパーゼ(cysteine aspartic acid ase)と呼ばれている。実際、アポトーシス誘導時には活
性化が認められ、アポトーシスとカスパーゼは密接に関係している。 
現在は 14 種が同定されており、このうちカスパーゼ-11, -12 はマウスでのみ同定され、
カスパーゼ-13 はウシでのみ同定されている(19)。 
ヒトのカスパーゼのうちアポトーシスに係わるカスパーゼは、カスパーゼ-2, -3, -6, -7, -8, 
-9, -10 であり、カスパーゼ-1, -4, -5 は炎症誘導に係わっていると考えられている(19)。カス
パーゼ-14 は皮膚の防御機構に係わっていると考えられている(20)。さらにアポトーシスを
誘導するカスパーゼはイニシエーターカスパーゼ(カスパーゼ-2, -8, -9, -10) (アポトーシス
を開始する)とエフェクターカスパーゼ(カスパーゼ-3, -6, -7) (アポトーシスを実行する)に
分けられている(19)。 
カスパーゼは合成時は不活性化型のチモーゲンとして合成されプロカスパーゼとも呼ば


























および対応するデスレセプター(リガンド/レセプター)は、FasL / Fas(25)、tumor necrosis 
factor(TNF)-α/ TNFR1 (26)、Apo3L / DR3 (27)、Apo2L / DR4(28)および Apo2L / DR5(29)
などであり、このなかで FasL / Fas および TNF-α/ TNFR1 が最もよく研究されている。 
Fas リガンドは TNF に類似の 40kD の II 型膜貫通タンパク質(C 末端が細胞外に配向)で
ある(30)。Fas リガンドの細胞内領域は約 80 のアミノ酸からなり、プロリンリッチの配列
がヒト、マウス、ラットを通じてよく保存されている。細胞外領域は 179 のアミノ酸から
なり、C 末端側の約 150 のアミノ酸領域は、TNF ファミリーのメンバーと顕著な相同性を
示す。またこの領域は TNF と同様、マトリックスメタロプロテアーゼ様の酵素によって切
断され、可溶型 FasL を生成する(30)。可溶型 FasL はマウスでは不活性でありヒトでは活
性があるが、膜結合型の FasL に比べ活性は弱く、標的の種類も限られている(31)。 
Fas（Apo-1/CD95）は TNF レセプターファミリーに属する細胞膜貫通レセプターで、
Fas リガンドや抗 Fas 抗体が結合するとカスパーゼ依存的にアポトーシスを誘導する(32)。 
Fas の細胞外領域にはシステインリッチドメイン（CRD）があり、細胞内領域にはアポ
トーシスの誘導に必須な領域があり death domain(DD)と呼ばれている。DD は、デスシグ
ナルを細胞に伝達するアダプター分子に結合する(33)。 FasL はホモ三量体となって活性を
持つ(34)。 受容体の結合は C 末端に局在し、自己会合モチーフはリガンドの細胞外ドメイ
ンの N 末端に局在している。 機能的に活性な形態のリガンドの発現は、転写レベルならび
にメタロプロテアーゼによる切断によって高度に調節される。 Fas / Fas リガンドは末梢免
疫系の活性化細胞を除去するので、この経路の欠陥は自己免疫疾患の原因となる(36)。 
Fas の活性化は Fas リガンドによる受容体の三量体化が引き金になって、Fas の DD に
FADD (Fas-associating protein with death domain)と呼ばれる分子が結合する(33)。これ
らの分子はデスレセプターとカスパーゼとの橋渡しをする分子であることから、アダプタ
ーと呼ばれる。アダプター分子も DDを持ち、DD-DD 相互作用でデスレセプターや他のア
ダプター分子と結合する。FADDの N 末端側には、カスパーゼ-8 およびカスパーゼ-10 が
結合することができる。カスパーゼ-8, -10 の N 末端側には FADDの末端側と共通のモチー
フ(death effector domain, DED) が二つ存在し、DED-DED相互作用で FADD と結合し






図 5 Fas シグナル伝達機構 
 Fas は FasL によって三量体化しシグナルを伝える。DISC と呼ばれる構造を形成しプロ
カスパーゼ-8 を二量体化させる。二量体化したプロカスパーゼ-8 は自己活性化する。 
 
 
 プロカスパーゼ-8 は二つのアイソフォーム（プロカスパーゼ-8a およびプロカスパーゼ
-8b）が存在し DISC に結合することが報告されている(36)。 プロカスパーゼ-8a / b は、2
つのタンデムDEDドメインならびに触媒サブユニット p18および p10を有する(図 6)。 プ
ロカスパーゼ-8a / b の活性化は、DISC でのオリゴマー化によって起こると考えられている。 
プロカスパーゼ-8a / b は CD95 DISC でホモ二量体を形成することが示されているが、二
量体化が活性化の前提条件であると考えられている。 さらに、プロカスパーゼ-8 活性化の
中間二量体モデルによれば、各プロカスパーゼ-8 ホモダイマーは別のプロカスパーゼ-8 ホ
モ二量体を活性化する。したがって、DISC 構造は、2 つのプロカスパーゼ-8 ホモ二量体が
近接してプロカスパーゼ-8 の初期活性化をもたらす。二量体化の際の DISC でのプロカス
パーゼ-8 の最初の活性化に続いて、その後のプロカスパーゼ-8a / b の切断が続く。このプ
ロセッシングは、プロドメインと大小の触媒サブユニットとの間に位置する Asp 残基で起
こる（図 6）。さらにプロドメインと大小の触媒サブユニットとの間の切断が同時に起こる。 
カスパーゼ-8 に分解産物は p43 / p41、p26 / p24、CAP3、p30、p18 および p10(図 6)であ
るが、最初の切断では、N 末端 p43 / p41 および C 末端 p30 切断産物が生成される。重要
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なことに、これらの切断生成物は既に触媒活性を有する。第 2 の切断工程は、p43 / p41 お
よび p30 がそれぞれ p10 および p18 にプロセシングされ、活性カスパーゼ-8 ヘテロ四量体
（p18 / p10）の生成をもたらす。切断後、カスパーゼ-8 は完全に活性化され、アポトーシ







図 6 カスパーゼ-8 の活性化スキーム 




Cellular FLICE inhibitory protein (c-FLIP)は、Fas 誘導アポトーシスにおいてカスパー
ゼ-8 を抑制するタンパク質であり、3 つの c-FLIP アイソフォームおよび 2 つの切断産物が
これまでに特徴付けられている。 
3 つの c-FLIP アイソフォームは、それぞれ c-FLIPL (Long)、c-FLIPS (Short)および
c-FLIPR (Raji)である(37)（図 7）。 3 つのアイソフォームはすべて 2 つの DED ドメインを
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有し、DISC に結合することができる。 短い FLIP アイソフォームの c-FLIPS および
c-FLIPR は、プロカスパーゼ-8 の活性化およびアポトーシスを抑制する。 c-FLIPL もアポ
トーシスの抑制に働くが、DISC 中で高濃度に存在する場合は c-FLIPSと同様に抗アポト
ーシス分子として作用することが報告されている(38)。  
 c-FLIP は 2 つの切断産物、p43-FLIP および p22-FLIP が報告されている（図 7）。 
p43-FLIP は、D376 でのプロカスパーゼ-8 切断の結果とし DISC で c-FLIPL から生成され
る。 p22-FLIP は、D196 でのプロカスパーゼ-8 切断から生じる c-FLIP の N 末端切断産





図 7 c-FLIP の機能 










リア透過性移行(Mitochondrial membrane Permeability Transition, MPT)細孔の開口、ミ
トコンドリア膜電位の喪失およびアポトーシス促進タンパク質のサイトゾルへの放出をも
たらす(39)。アポトーシス促進タンパク質はシトクロム c、second mitochondria- derived 
activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pI 
(Smac/DIABLO)、およびセリンプロテアーゼ high-temperature requirement A2(HtrA2)/ 
Omi からなる(40)。これらのタンパク質は、カスパーゼ依存性ミトコンドリア経路を活性
化する。シトクロム c は Apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1)と同様にプロカス
パーゼ-9 と結合して活性化し、アポトソーム を形成することでカスパーゼ-9 活性化が起こ













図 8 Apaf-1 とカスパーゼ-9 の活性化 
 ミトコンドリアから放出されたシトクロム c は Apaf-1 と結合し、ATP 依存的に構造を変




 Apaf-1 は、N 末端にカスパーゼと結合できる領域を含むマルチドメインアダプタータン
パク質であり、ヌクレオチド結合およびオリゴマー化ドメイン、および 7 ブレードプロペ
ラを形成する WD40 repeat region (WDR)からなる。Apaf-1 は、ATP が結合した不活性型
モノマーとして存在している(43)。しかし、シトクロム c がその WDR（おそらくβ-プロペ
ラ間）に結合すると、Apaf-1 は ATP 加水分解によってコンフォメーション変化を起こし活
性化すると考えられる。複合体は 7 つの Apaf-1 を含み、caspase recruitment domain 
(CARD)はオリゴマー化 nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)からなる中央
ハブの真上に位置するリングを形成することが示唆されている。プロカスパーゼ-9 が







































ータベースを検索するためにカスパーゼ-1 および CED-3の活性部位をコードする DNA配
列を用いて、ヒト配列を同定、クローニングし、CPP32 と呼ばれる 32kDa のシステインプ
ロテアーゼをコードすることが示された(50)。 カスパーゼ-3 は、リンパ球由来の細胞株に
おいて高発現を示し、免疫系における重要であることが示唆された (50)。 
  カスパーゼ-3 の基質である PARP の既知の開裂部位（DEVD↓G）に基づいて、モデル基
質として Ac-DEVD-AMC を合成し、PARP 開裂の特異的阻害剤として、および精製のため
の親和性リガンドとして Ac-DEVD-CHOおよびそのビオチン化誘導体が合成された。 エ
レクトロスプレーMS および N 末端配列分析を用いて、活性酵素は、Asp28-Ser29 間およ
びAsp175-Ser176間での切断によって、前駆体タンパク質に由来する 17kDaおよび 12kDa








図 9 プロカスパーゼ-3 と切断を受けたカスパーゼ-3 の構造 
 カスパーゼ-3 はプロドメイン、大サブユニット(p17)、小サブユニット(p12)から構成され
ている。刺激によって Asp175 の C 末端側が切断を受け p20 カスパーゼ-3 と小サブユニッ
ト(p12)が生成される。次いで、Asp9 または Asp28 の C 末端側が切断され、それぞれ p19、
p17 カスパーゼ-3 が生成される。 
 
 
カスパーゼ-3 の基質である Inhibitor of Caspase-activated DNase (ICAD)はアポトーシ
スのヌクレオソーム間の DNA 断片化が進行する前に切断される。ICADは、アポトーシス
DNA断片化を促進するCADと呼ばれる 40kDaのエンドヌクレアーゼを有する複合体とし
て存在する(52)。 ICAD は、CAD の特異的インヒビターとしても、エンドヌクレアーゼの
適切なフォールディングを確実にする分子シャペロンとしても機能する（53）。 CAD は
ICADと結合している間は抑制されている。しかし、カスパーゼ-3 は ICAD を切断し、CAD
の抑制状態から活性化へと誘導し、DNA が分解される(52, 53)。 
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 カスパーゼ-3 の基質となるタンパク質は、DNA-dependent protein kinase catalytic 



















図 10 プロカスパーゼ-7 と切断を受けたカスパーゼ-7 の構造 
 カスパーゼ-7 はプロドメイン、大サブユニット(p20)、小サブユニット(p10)、サブユニッ
トを連結させるリンカーから構成されている。刺激によって Asp23 の C 末端側が切断され
カスパーゼ-7（p20p10 カスパーゼ-7 と呼ぶことにする）生成される。Asp198 と Asp206
の C 末端側が切断され、大サブユニット(p20)と小サブユニット(p10)が生成される。 
 
 
























カスパーゼ-6 もカスパーゼ-3, -7 同様、エフェクターカスパーゼに分類されており、プロ
ドメイン、大サブユニット(p20)、小サブユニット(p10)、サブユニットを連結しているリン
カーより構成され発現している。 カスパーゼ-6 の活性化は、Asp23 が切断されプロドメイ
ンが除去される。次いで Asp179 および Asp193 のリンカーの切断によって大サブユニット
と小サブユニットが生成され活性化型のヘテロ四量体が形成されると考えられている(図
11)(22)。カスパーゼ-6 の活性化はカスパーゼ-3 によって行われるとの報告がある(65)。実
際、カスパーゼ-6 の Asp179 の配列(DVVD)はカスパーゼ-3 が認識する配列である(66)。し
かしながら、カスパーゼ-3 活性の非存在下、カスパーゼ-3 欠損細胞でもカスパーゼ-6 は活
性化でき、カスパーゼ-6 が活性化したのちにカスパーゼ-3 が活性化する経路も報告されて




図 11 プロカスパーゼ-6 と切断を受けたカスパーゼ-6 の構造 
カスパーゼ-6 はプロドメイン、大サブユニット(p20)、小サブユニット(p10)、サブユニッ
トを連結させるリンカーから構成されている。刺激によって Asp23 の C 末端側が切断され
カスパーゼ-6（p20p10 カスパーゼ-6 と呼ぶことにする）生成される。Asp179 と Asp193




トーシスを誘導していると考えられている(70, 71)。さらに転写因子である special AT-rich 
sequence binding protein 1(STAT1) (72)、cAMP respose element binding protein(CBP) 













1.3.  Bcl-2 ファミリー 
  
1976 年に最初の癌遺伝子である c-src(80)が発見されて以来、種々の癌遺伝子が発見され
てきた。特に 1985 年に Tsujimoto らによって発見された B-cell lymphoma 2(Bcl-2)遺伝子
はアポトーシス研究に対し発展に大きく寄与した(81)。Bcl-2 の機能はほかの癌遺伝子と同
様に細胞増殖に関与していると予想されていたが 1988 年に、Vaux らはインターロイキン
(IL)-3 依存性細胞の IL-3 非存在下で Bcl-2 が生存に寄与することを示した(82)。1989 年に
は Tsujimoto によって Bcl-2 がアポトーシスの誘導を抑制すること明らかにした(83)。さら
に Bcl-2 に類似のタンパク質が 20 以上発見されファミリーを形成していることが分かった




図 12 Bcl-2 ファミリーの構造 
 アポトーシス抑制 Bcl-2 ファミリータンパク質は全てのドメインを有し、アポトーシス促




Bcl-2 ファミリータンパク質は、4 つの Bcl-2 相同性（BH）ドメイン（BH1、BH2、BH3
または BH4）の少なくとも 1 つのドメインと膜貫通ドメイン（TM）を有する。 アポトー
シス抑制 Bcl-2 ファミリーメンバーは、4 つの BH ドメインのすべてを含む。アポトーシス
促進 Bcl-2 ファミリーメンバーは、マルチドメインまたは BH3 のみのタンパク質(BH3- 







BH3-only タンパク質は Bcl-2 サブファミリーや Bcl-2-associated X protein (Bax)サブフ
ァミリーの上流に位置しそれぞれをネガティブ、ポジティブに制御している。Bax サブフ
ァミリーはミトコンドリア膜透過性亢進に必須と考えられている。Bcl-2 サブファミリーは
Bax サブファミリーや BH3-only タンパク質と相互作用し抑制していると考えられている
(85)。 
Bcl-2ファミリータンパク質の相互作用にはBH1, BH2, BH3が必要である。BH1とBH2
が BH3-only タンパク質と結合する。BH4 ドメインはアポトーシスの抑制に必須であるこ








 外因性経路において BH3-only タンパク質の Bid が内因性経路をつなぐ分子であること
が分かってきた。カスパーゼ-8 は活性化する下流のエフェクターカスパーゼを活性化させ
アポトーシスを誘導するが、Bid に対しても作用する。活性化カスパーゼ-8 は Bid の C 末
端側を切断する。切断された Bid は truncated Bid(tBid)と呼ばれミトコンドリアに移行す
る。移行後は上述したように Bcl-2 ファミリーと相互作用し、膜透過性の亢進及びシトクロ




1.4. 7A6 抗原 
  
アポトーシスにおいて、様々なタンパク質がアポトーシスを調整している。そこで Zhang
ら は 新 た な ア ポ ト ー シ ス 調 節 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、
1-β-D-Arabinofuranosylcytosine(Ara-C)によってアポトーシスを誘導した白血病 T 細胞株
Jurkat をマウスに対して免疫源として新たなモノクローナル抗体を作製した(90)。ここで
は抗体を Apo2.7、および抗原を 7A6 抗原（7A6）と呼ぶことにする。 
 7A6 はアポトーシス時に Jurkat細胞において、ミトコンドリアに局在することが電子顕
微鏡で確認され、7A6の分子量はウェスタンブロット法によって 38 kDaと推定された(90)。
また、通常はサイトゾル中に局在しているがアポトーシス時にミトコンドリアに局在移行
していることが示唆された(92)。7A6 の発現に関しては、T 細胞株の Molt-4、CEM と
HUT-102、B 細胞株の Daudi、Ramos、と Raji、組織球性細胞株の U937、前骨髄球細胞
株の HL-60 でも確認されている。よって 7A6 のミトコンドリア局在はあらゆる細胞種のア
ポトーシスの共通のイベントと認識されている(90, 91)。 
Apo2.7 は主に、蛍光色素を結合させフローサイトメトリー(FCM)によってアポトーシス
を検出するために用いられている(91, 92, 93)。7A6 はアポトーシス時にミトコンドリアに
局在するが(図 13)、DNA の断片化やクロマチンの凝縮より前の段階で起こることも確認さ
れている(90)。 
7A6 のシグナル経路の解析では、抗 Fas 抗体によるデスレセプター誘導アポトーシスと
ミトコンドリア傷害性のフィンゴリモド(FTY720)によってカスパーゼ依存性の解析が行わ
れている。Jurkat 細胞に対して抗 Fas 抗体及び FTY720 を作用させるとカスパーゼの活性
と共にミトコンドリアの膜電位低下、DNA 断片化が確認され、7A6 のミトコンドリア局在
も確認された。さらに汎カスパーゼ阻害剤 z-VAD-fmk 及びカスパーゼ -3 阻害剤
Ac-DEVD-CHOの作用により 7A6 のミトコンドリア局在の減少が確認された(92)。よって、
7A6 のミトコンドリア局在はカスパーゼ-3 によって制御されていることが示唆された。し










図 13 アポトーシス時にミトコンドリアに局在する 7A6 の共焦点顕微鏡図 
 細胞を固定後、ジギトニン処理をし、7A6 を Apo2.7-PC5 で赤色に染色した Jurkat細胞
を共焦点顕微鏡で観察した。緑色はミトコンドリアを示している。黄色はミトコンドリア












アポトーシスを誘導した Jurkat 細胞を免疫源として作製したモノクローナル抗体 Apo2.7
を用いて抗原となったタンパク質 7A6 抗原がアポトーシス時にミトコンドリアに局在する
ことを見出した(90)。だが、7A6 の構造や機能はいまだわかっていない。7A6 のシグナル経
路の解析では、Jurkat 細胞に対して抗 Fas 抗体及び FTY720 を作用させるとカスパーゼ依
存的にアポトーシスが誘導され、7A6 のミトコンドリア局在も確認された。さらに汎カス
パーゼ阻害剤 z-VAD-fmk及びカスパーゼ-3阻害剤Ac-DEVD-CHOの作用により 7A6のミ
トコンドリア局在の減少が確認された(92)。よって 7A6 はカスパーゼ-3 に制御されている
ことが示唆された。しかしながらAc-DEVD-CHOは基質特異性が低いことが分かっており、
カスパーゼ-3 だけでなくカスパーゼ-7 やカスパーゼ-6 も阻害してしまう(図 14)(94, 95)。し
たがって 7A6 のミトコンドリア局在にはカスパーゼ-3 だけでなくエフェクトカスパーゼで
ある、カスパーゼ-3, -6, -7 が関与することが否定できない。カスパーゼはアポトーシスに
おいて特に重要な因子として認識されているため、7A6 とカスパーゼの関連性を検討する
ことによって 7A6 の更なる理解が進むと考えている。 
 そこで、7A6 とカスパーゼの解析のために、アポトーシスの誘導シグナルとしてよく用
いられる抗 Fas 抗体を用いることにした。Fas からイニシエーターカスパーゼのカスパー
ゼ-8 が活性化すると下流に位置するエフェクターカスパーゼ（カスパーゼ-3, -6, -7）が活性
化し、アポトーシスが実行される。さらにカスパーゼ-8 は Bcl-2 ファミリータンパク質の
一つの Bid を切断する。切断された Bid は tBid と呼ばれ、サイトゾルからミトコンドリア
膜上に局在移行する。移行した tBidはアポトーシス進行型のBakやBaxと相互作用しMPT
を亢進、アポトーシスを進行に導くと同時に、アポトーシス抑制型の Bcl-2 や Bcl-xL と相
互作用および抑制すると考えられている(89)。作用後はミトコンドリアから放出されたシト
クロム c や Smac/DIABLO の作用によってイニシエーターカスパーゼのカスパーゼ-9 が活
性化し、下流のエフェクターカスパーゼ（カスパーゼ-3, -7, -6）が活性化しアポトーシスが
進行する(42)。さらにカスパーゼ-3, -6 はカスパーゼ-8 や Bid にも作用しアポトーシスシグ









図 14  カスパーゼ-3阻害剤 Ac-DEVD-CHOのカスパーゼ阻害特性(IC50から計算した解離
定数の濃度) 
 Ac-DEVD-CHO は低濃度でカスパーゼ-3 を阻害するが、表より、カスパーゼ-1, -6, -7, 8, 




図 15 Fas 誘導アポトーシスの経路図 




 Fas 誘導アポトーシスのカスパーゼ経路はよく研究されているため、7A6 とカスパーゼ
阻害剤 カスパーゼ-1 カスパーゼ-2 カスパーゼ-3 カスパーゼ-4 カスパーゼ-5
Ac-DEVD-CHO 18 1710 0.23 132 205
阻害剤 カスパーゼ-6 カスパーゼ-7 カスパーゼ-8 カスパーゼ-9 カスパーゼ-10











Jurkat 細胞の培養には RPMI1640 培地(RPMI1640(Wako) 10 g/L、5 mM HCl、50 μM 2-
メルカプトエタノール、75 mg/L カナマイシン硫酸塩、24 mM 炭酸水素ナトリウム)を用
い FBS を 10%になるように添加し、0.22 μm フィルターを通して滅菌したものを用いた。




直径 60 mm 細胞培養ディッシュ(Corning)を用い、RPMI1640 培地 5 mL 中に 2×106 
cells/dish となるように播種し、カスパーゼ阻害剤  benzyloxycarbonyl-Asp-2,6- 
dichlorobezoyloxymethylketone (z-Asp-CH2-DCB) (ペプチド研)を 50 μMで 1h作用させた
後、抗 Fas 抗体(Bio Legend)を 0.5 μg/mL になるように作用させた。カスパーゼ阻害剤及





2-2-2. で示した方法でカスパーゼ阻害剤と抗 Fas 抗体を細胞に作用させた。作用終了後
5 min、4℃、300 gで遠心後上清を除去し、リン酸生理緩衝液(PBS)で洗浄し、5 min、4℃、
300 g で遠心洗浄を行い、可溶化液 (1% protease inhibitor cocktail (Sigma)、50 mM 
HEPES(pH 7.5)、 150 mM NaCl、 10 % グリセリン、 1 % Triton-X、 1.5 mM MgCl2、 




濃縮用ゲルは 4%を用いた。サンプルはそれぞれ 20 μg/well となるように調整し、sample 
application buffer (10% SDS, 10% 2-mercaptoethanol, 125 mM Tris-HCl(pH6.8), 20% 
glycerol, bromophenol blue)をサンプルと等量を加えたのち、100℃, 3 min 加熱した。各




を転写した。親水処理はメタノールに 20 s, 超純水に 3 min, ブロッティングバッファー(48 
mM Tris-HCl, 39 mM Glycine, 1.3 mM SDS, 20% methanol)に 3 min 順次浸していった。
転写後、ブロッキング液(3% skimmed milk)を 1 h 作用させ、1:1000 の割合で希釈した一
次抗体液カスパーゼ-3、(Santa cruz)、カスパーゼ-7、 カスパーゼ-6、β-アクチン(Cell 
Signaling Technology)を作用させた。二次抗体 rabbit IgG- Horseradish peroxidase  
(HRP) (Cell Signaling Technology)を 1:2000 の割合で希釈し作用させ、PBS で５回洗浄し
た。洗浄終了後、Pierce ECL Western Blotting Substrate を 1 min 作用させ、ImageQuant 
LAS 4000(GE Healthcare)によってタンパク質を検出した。 
 
 
2-2-4. アガロース電気泳動による DNA 断片化の検出 
  
薬剤処理後の細胞にBuffer A(10 mM Tris-HCl (pH7.8), 3 mM MgCl2, 2 mM 2ME)を 0.5 
ml 加え、懸濁して遠心洗浄し、上清除去後、50 µL の Lysis buffer(50 mM Tris-HCl (pH7.8), 
10 mM EDTA 2Na, 0.5 % sodium lauryl sarcocinate (SLS) 1 mg/ml Proteinase K)を加え、
ピペッティングでよく混合した。ブロックインキュベーターで 30 min, 50℃でインキュベ
ートした。インキュベート後、4 µL の 5 mg/ml RNase A を加え、ピペッティングでよく混
合し 15 min, 50℃でインキュベートした 
30 µL の Application buffer(0.025% brimophenol blue、 20% グリセリン、 0.09 
Mtris(hydroxymethyl)aminomethane、0.0025 M EDTA・2Na、0.09 M boric acid )を加え、
ピペッティングでよく混合し 20 µL を 1.8%アガロースゲルで電気泳動した。 
 
2-2-5. フローサイトメトリーによる 7A6 の検出 
  
細胞は抗 Fas 抗体の作用終了後、5 min、4℃、300 gで遠心後上清を除去し、PBS によ
って、5 min、4℃、300 gで遠心洗浄を行い上清を除去後、20 μg/mL digitonin-5% BSA-PBS
で 20 min 氷冷し、5 min、4℃、300 g で遠心後、上清を除去した。0.5% BSA-PBS で
Apo2.7-PC5 を 1:100 で希釈し、37℃で 1 h 作用させた。作用後、PBS で３回洗浄し、フ
ローサイトメーターである FACS Calibur (Becton Dickinson)で PC5 の蛍光強度を測定す
ることにより 7A6 を定量した。 
 
2-2-6.  共焦点顕微鏡による 7A6 の検出 
  
細胞には 100 nM Mitotracker greenを 1 h, CO2濃度 5%のインキュベーター内で 37℃で
作させた。作用後 2-2-2.で示した方法でカスパーゼ阻害剤と抗 Fas 抗体を作用させた。細
31 
 
胞は抗 Fas 抗体の作用終了後、5 min、4℃、300 gで遠心後、上清を除去し、PBS によっ
て、5min、4℃、300 gで遠心洗浄を行い上清を除去後、20 μg/mL digitonin-5% BSA-PBS
で 20 min 氷冷し、5 min、4℃、300 g で遠心後、上清を除去した。 0.5% BSA-PBS で
Apo2.7-PC5 を 1:100 で希釈し、37℃で 1 h 作用させた。作用後、PBS で３回洗浄し、共焦










2-3-1. ウェスタンブロット法による抗 Fas 抗体と汎カスパーゼ阻害剤 z-Asp-CH2-DCB の
作用 
 
 抗 Fas 抗体を作用させるとカスパーゼ-8 は切断をされ活性化し（図 15）、カスパーゼ依
存的にアポトーシスを誘導する。ウェスタンブロットの結果より(図 16)、カスパーゼ-8 の
p43/p41 の生成がカスパーゼ-8 活性化が進行していることを示し、p30 も活性化が進んでい
ることを示している。しかし、汎カスパーゼ阻害剤 z-Asp-CH2-DCB を作用させておくと、
バンドが薄くなっている(検出量の減少)。カスパーゼ-3 では、抗 Fas 抗体作用によって p20, 
p19, p17 のバンドが検出された。z-Asp-CH2-DCB 未処理では p20 の検出量は少なく p17
が検出されている。しかし z-Asp-CH2-DCB 作用時では、p20 の検出量が多く、p17 は検出
できていない(図 17)。よって抗 Fas 抗体はカスパーゼ-8, -3 を活性化し、z-Asp-CH2-DCB
処理時ではカスパーゼは活性化が阻害された。さらに、カスパーゼ-3 では z-Asp-CH2-DCB
によって p20 の生成量が増加し、p17 の生成が阻害された。以上の結果より、













図 16  抗 Fas 抗体と汎カスパーゼ阻害剤 z-Asp-CH2-DCB の作用 
 Jurkat細胞に z-Asp-CH2-DCB を 50 μM で 1 時間処理し、抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 4
時間作用させた後、細胞を可溶化した。z-Asp-CH2-DCB および抗 Fas 抗体の未作用サンプ
ルも作成し、ウェスタンブロット法によってカスパーゼの開裂状態を解析した。 
 






ース電気泳動によって DNA ラダーも検出し、z-Asp-CH2-DCB によって DNA ラダーの生








図 17 DNA ラダーの検出 
 Jurkat細胞に z-Asp-CH2-DCB を 50 μM で 1 時間処理し、抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 6
時間作用させた後、細胞を可溶化した。z-Asp-CH2-DCB および抗 Fas 抗体の未作用サンプ
ルも作成し、アガロース電気泳動によって DNA ラダーを検出した。 
 
 




微鏡を用いて確認した(図 18)。緑は mitotracker green で蛍光染色したミトコンドリアであ
り、赤は Apo2.7 に結合させた蛍光色素 PC-5 であり、赤く蛍光している場所に 7A6 が存在








図 18  共焦点顕微鏡によるミトコンドリアと 7A6 抗原の局在解析 
 抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 6 時間処理し、mitotoracker green によってミトコンドリアを
緑色の蛍光に染色し、ジギトニンによって細胞膜透過性をもたせ、さらに赤色蛍光色素 PC5
を結合させた Apo2.7 を作用させた。蛍光を共焦点顕微鏡で解析した。 
 
 





素 PC5 を結合させた Apo2.7-PC5 を用いた。共焦点顕微鏡によって 7A6 はミトコンドリア
に局在することを示したが、7A6 の局在量が多いほど結合できる Apo2.7-PC5 も多くなり
蛍光も強くなる。しかしながら多くの細胞の蛍光強度を一つずつ定量することには向いて
いないと考えた。一方、FCM は細胞を一つずつレーザーを照射し蛍光強度を測定できる。
よって 7A6 抗原の局在量を定量すると、抗 Fas 抗体作用により上昇し、z-Asp-CH2-DCB








図 19  7A6 抗原の定量解析 
 Jurkat細胞に z-Asp-CH2-DCB を 50 μM で 1 h 処理し、抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 6 h
で処理した後、ジギトニン処理後、赤色蛍光色素 PC5 を結合させた Apo2.7 を作用させた





 抗 Fas 抗体を作用させると FasL と同様に Fas を三量体化させカスパーゼ-8 を活性に導
く。本実験でも抗 Fas 抗体を Jurkat 細胞に作用させると切断されたカスパーゼ-8 がウェス
タンブロットによって p43/p41 および p30 が検出できた。またカスパーゼ-3 も、切断を受
けたカスパーゼ-3 が検出できた。カスパーゼ-3 の切断は Asp175 でまず起こり p20 と p12
が生成する。生成した p20 はさらに切断を受けプロドメインが除去される。その際の切断
部位は Asp9 と Asp28 の二つあるが、通常は Asp28 が切断され p17 が生成し p12 とヘテロ
四量体を形成し活性化型となると考えられている。本実験結果は Asp9 の切断生成物が多か
った。汎カスパーゼ阻害剤 z-Asp-CH2-DCBを作用させるとカスパーゼ-8は p43/p41と p30
の検出量の減少によって切断が阻害されたことがわかる。カスパーゼ-3 は p17 への切断が
阻害されているが p20 の検出量が増加した。よって、z-Asp-CH2-DCB はプロカスパーゼ-3





動によって断片化した DNA を分離、検出すればアポトーシスの検出が行える。抗 Fas 抗
体を作用させた Jurkat 細胞は DNA のラダー生成が検出できたが z-Asp-CH2-DCB 作用時
では抗 Fas 抗体を作用させても DNA ラダーの検出は行えなかった。DNA ラダーの生成は
CADがDNAをヌクレオソーム単位(180 bp)で切断し生成するがCADの活性化はカスパー
ゼ-3 の活性化が必要である。ウェスタンブロットの結果からも、切断されたカスパーゼ-3
は活性化しており z-Asp-CH2-DCB 作用によって、カスパーゼ-3 は阻害されアポトーシス
の阻害につながったと考えられる。 
 Apo2.7 は蛍光色素を結合させた状態で FCM によって使用される。しかしながら FCM
では 7A6 の局在は解析できない。7A6 はアポトーシス時にミトコンドリアに局在するとの
報告から(90)、mitotracker greenを用いてミトコンドリアを緑色にした状態で Apo2.7-PC5
によって 7A6 を赤色に蛍光染色した。結果より、マージの画像では抗 Fas 抗体を作用させ
た Jurkat細胞に黄色蛍光が観察された。黄色は緑色と赤色が重なった状態であり、ミトコ
ンドリアと 7A6 が共局在していることを示している。つまり、アポトーシス誘導に伴い 7A6
がミトコンドリアに局在することが示された。 
 FCM では局在場所は確認できないが蛍光強度を細胞一つずつ測定でき 7A6 の定量が蛍
光強度より相対的に行える。結果より抗 Fas 抗体によって 7A6 の検出量は増加した。
z-Asp-CH2-DCB 作用時では、抗 Fas 抗体によって 7A6 の検出量は増加したが抗 Fas 抗体










 抗 Fas 抗体はカスパーゼ-8 を活性化させアポトーシスを誘導する。カスパーゼは通常プ
ロカスパーゼとして発現するが、活性化の刺激に伴い切断され活性型となる。活性化した
カスパーゼはエフェクターカスパーゼ(カスパーゼ-3, -7, -6)を活性化させアポトーシスを誘




7A6 に対してのカスパーゼ阻害実験では汎カスパーゼ阻害剤 z-Asp-CH2-DCB およびカ
スパーゼ-3 阻害剤 Ac-DEVD-CHO によって 7A6 のミトコンドリア局在量の減少が示され
ている。しかしながら DEVD 配列はカスパーゼ-3 が認識する基質の配列に基づいたもので
あり、特異性が高くないことが確認されている(94, 95)。しかしながら、田沼らによって
DEVD 配列に代わる配列を、in silico スクリーニングシステムをテトラペプチド阻害剤の設
計に適用し、カスパーゼ-3 の特異配列として Asp-Asn-Leu-Asp(DNLD)配列を見出してい
る(図 20) (95)。よってカスパーゼ-3 の阻害剤として Ac-DNLD-CHOを用いた。ほかのエフ
ェクターカスパーゼ (カスパーゼ -6, -7)の阻害剤はカスパーゼ -7 の阻害剤として
Ac-DQTD-CHO を用いた。しかしながら Ac-DQTD-CHO はカスパーゼ-3 も阻害してしま
う。カスパーゼ-6 の阻害剤は Ac-VEID-CHO を用いた。特異的なエフェクターカスパーゼ
阻害剤の評価は、ウェスタンブロット法によるカスパーゼの開裂の検出、蛍光基質を用い
たカスパーゼ活性評価、さらにアポトーシス評価の DNA 断片化の検出を行い、カスパーゼ




図 20  カスパーゼ-3 阻害剤の阻害能検証(IC50から計算した解離定数の濃度) 
 新規のカスパーゼ阻害剤 Ac-DNLD-CHOを Ac-DEVD-CHOと比較した結果、





阻害剤 カスパーゼ-3 カスパーゼ-7 カスパーゼ-8 カスパーゼ-9
Ac-DEVD-CHO 0.288 4.48 0.597 1.35

















 細胞は作用終了後 5 min、4℃、300 gで遠心後上清を除去し、PBSで洗浄し、5 min、4℃、
300 gで遠心洗浄を行い、RIPA buffer(25 mM Tris-HCl(pH7.4), 150 mM KCl, 5 mM EDTA, 
1% Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) で可溶化を行い、15 min、4℃、
10,800 g で遠心を行い上清をカスパーゼ液として回収し、エッペンドルフチューブ中で酵
素液 15µL と、caspase buffer (50mM HEPES (pH7.4), 100 mM NaCl, 1mM EDTA・2Na, 
0.1% chaps, 10% sucrose, 5 mM DTT )を 185 µL 混合した。200 µL の混合液を 30 min, 
30℃の温浴でインキュベーションし、蛍光基質を加え、1 h、30℃ の温浴でインキュベー
トした。反応液は励起波長 380 nm、蛍光波長 460 nm で測定した。 
 
3-2-5. アガロース電気泳動による DNA 断片化の検出 
 












図 21 ウェスタンブロットによるカスパーゼ切断生成物の検出 
 Jurkat 細胞に z-Asp-CH2-DCB、Ac-DNLD-CHO、Ac-DQTD-CHO、Ac-VEID-CHO を
それぞれ 50 μM で 1 h で作用させ、抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 4 h 作用させた後、細胞を
可溶化させた。カスパーゼ阻害剤および抗 Fas 抗体の未作用サンプルも作成し、ウェスタ
ンブロット法によってカスパーゼの開裂状態を解析した。カスパーゼ-6, -7 は p20 の生成が
活性化の指標となっている。 
 
3-3-1-1. カスパーゼ-3 の切断生成物の検出 
 




-6 阻害剤 Ac-VEID-CHO はカスパーゼ-3 に対し影響はでていなかった。 
 
3-3-1-2. カスパーゼ-7 の切断生成物の検出 
 
抗 Fas 抗体によってカスパーゼ-7 は p20p10 と p20 に切断された。カスパーゼ-3 阻害剤
Ac-DNLD-CHO とカスパーゼ-7/3 阻害剤 Ac-DQTD-CHO の作用時は似た結果となったが
違いも現れた。Ac-DNLD-CHO に比べ Ac-DQTD-CHO の方が p20p10 の検出が強く阻害さ
れた。抗 Fas 抗体単独作用時では p20p10 が強く検出されているため活性化に p20p10 が活




3-3-1-3. カスパーゼ-6 の切断生成物の検出 
 
 抗 Fas 抗体によってカスパーゼ-7 は p20p10 と p20 に切断された。カスパーゼ-6 に対し
てもAc-DNLD-CHOとカスパーゼ-7/3阻害剤Ac-DQTD-CHOの作用時は似た結果となり、
p20 の検出を阻害し、p20p10 に対して阻害は弱かった。しかしながら、カスパーゼ-6 阻害
剤は p20 に対し影響はなく、p20p10 に対し生成を阻害した。 
 
3-3-1-4. カスパーゼ-8 の切断生成物の検出 
 




3-3-2. DNA 断片化の検出 
 
 抗 Fas抗体の作用によりDNAラダーが生成された。z-Asp-CH2-DCB、Ac-DNLD-CHO、
Ac-DQTD-CHO を作用させた場合、抗 Fas 抗体をさせても DNA ラダーの生成は抑制され
た。Ac-VEID-CHO作用では DNA ラダーの生成抑制はされていなかった。よって、カスパ
ーゼ-3 を阻害すると特に DNA ラダーの生成は抑制されることが示された。Ac-VEID-CHO






図 22  アガロース電気泳動による DNA 断片の検出 
 Jurkat 細胞に z-Asp-CH2-DCB、Ac-DNLD-CHO、Ac-DQTD-CHO、Ac-VEID-CHO を
それぞれ 50 μM で 1 時間作用させ、抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 6 時間作用させた後、細胞
を可溶化させた。カスパーゼ阻害剤および抗 Fas 抗体の未作用サンプルも作成し、アガロ

















図 23  蛍光基質を用いたカスパーゼ-7/3 活性測定 
 Jurkat 細胞に z-Asp-CH2-DCB、Ac-DNLD-CHO、Ac-DQTD-CHO、Ac-VEID-CHO を








図 24  蛍光基質を用いたカスパーゼ-6 活性測定 
 Jurkat 細胞に z-Asp-CH2-DCB、Ac-DNLD-CHO、Ac-DQTD-CHO、Ac-VEID-CHO を







 前章では Fas 始動のカスパーゼ-8 と下流のエフェクターカスパーゼ-3 および汎カスパー
ゼ阻害剤のみで実験を行った。本章ではエフェクターカスパーゼ、カスパーゼ-3, -7, -6 と
それぞれの特異的阻害剤を用いた。カスパーゼ-3 阻害剤に Ac-DEVD-CHO よりも特異性が
高い Ac-DNLD-CHO を用いた。カスパーゼ-7 の阻害には Ac-DQTD-CHO を用いた。カス












Ac-VEID-CHO 作用時は抗 Fas 抗体単独作用時と p20p10 カスパーゼ-7 の検出量とほぼ等
しいことが分かりカスパーゼ-7 の阻害を行っていないことが分かる。 
 カスパーゼ-6に対するAc-DNLD-CHOとAc-DQTD-CHOの作用も似た結果となり、p20
カスパーゼ-6 の生成を阻害したがプロドメインの除去された、p20p10 カスパーゼ-6 の生成
阻害は弱かった。Ac-VEID-CHO では p20p10 カスパーゼ-6 の阻害が強く行われているが
p20 カスパーゼ-6 の生成は阻害できていなかった。以上の結果より、エフェクターカスパ
ーゼに対しての阻害はプロドメインの除去の阻害を行っていると考えられる。 
 DNA ラダーの生成では Ac-DNLD-CHO、Ac-DQTD-CHOともに阻害し、Ac-VEID-CHO
では阻害は弱かった。DNA ラダーの生成は CAD の働きによるが通常は ICAD が CAD を
常時抑制している。しかしカスパーゼ-7 ではなくカスパーゼ-3 が活性化すると ICAD が分
解され、CAD が活性化する。よって Ac-DNLD-CHO と Ac-DQTD-CHO によって DNA ラ
ダーの生成に違いが出なかったと考えられる。 
 カスパーゼの活性評価にウェスタンブロット法を用いたが、カスパーゼの特異的な基質
を用いることによっても測定できる。本実験では Ac-DQTD-MCA と Ac-DNLD-MCA を用


















なカスパーゼ阻害剤を用いるとともに、カスパーゼ-3 を欠損した MCF7 細胞を用いた。
MCF7 細胞はヒト乳腺癌由来でありカスパーゼ-3 遺伝子が欠損している。よってカスパー
ゼ経路の研究として有用である。以上の条件によってカスパーゼと 7A6 のミトコンドリア






 実験に用いた Jurkat 細胞の培養は 2-2-1.項に詳述した。MCF7 細胞の培養には DMEM
培地(5 mM HCl、50 μM 2-メルカプトエタノール、24 mM 炭酸水素ナトリウム、ペニシリ
ン・ストレプトマイシン)を用い FBSを 10%になるように添加し、0.02 μm フィルターを通
して滅菌したものを用いた。また培養条件は、インキュベーター内で CO2 濃度 5%、37℃
で培養を行った。 
 
4-2-2. MCF7 細胞に対する薬剤の作用方法 
 
 直径 60 mm細胞培養ディッシュを用い、DMEM 培地 5 mL 中に 1×106 cells/dish とな
るように播種後、オーバーナイトさせディッシュに接着させた。タモキシフェンを 25 μM
になるように 24 h 作用させた。 
 
4-2-3. フローサイトメトリーによる 7A6 抗原の検出 
 
  Jurkat細胞での方法は 2-2-4.に詳述した。タモキシフェン作用後の細胞の培地を除去後、
PBSで洗浄し 0.5%トリプシン-PBS で細胞を剥離させ 300 gで遠心分離し回収した。回収
した細胞に 20 μg/mL digitonin-5% BSA-PBSで 20 min 氷冷し、5min、4℃、300 gで遠
心後、上精を除去した。0.5% BSA/PBS で Apo2.7-PC5 を 1:100 で希釈し、37℃で 1 h 作
用させた。作用後、PBS で３回洗浄し、フローサイトメーターである FACSCalibur で PC5




4-3.  結果 
 
4-3-1.  カスパーゼ阻害による 7A6 の阻害 
 抗 Fas 抗体による 7A6 のミトコンドリア局在をカスパーゼ-3 阻害剤 Ac-DNLD-CHO、
カスパーゼ-7/3 阻害剤 Ac-DQTD-CHO、カスパーゼ-6 阻害剤 Ac-VEID-CHO それぞれを作
用させることによって検討した。結果よりカスパーゼ-3, -7/3, -6 阻害剤それぞれが 7A6 ミ
トコンドリア局在を抑制し、カスパーゼ-6 阻害剤のみ有意な減少が見られた。(図 25)。 
 
 
図 25  フローサイトメトリーによる 7A6 抗原の検出 
 抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 6 h で処理し、ジギトニンによって細胞膜透過性にし、赤色蛍
光色素 PC5 を結合させた Apo2.7 を作用させた。蛍光強度を FCM で解析した。 
 
 
4-3-2.  7A6 の検出量と p20p10 カスパーゼ-6 の生成量の相関性 
 
 前述のごとく FCM によって 7A6 は特にカスパーゼ-6 によって制御されていることが示
唆された(図 25)。緒言でカスパーゼは大サブユニットと小サブユニットのヘテロ四量体が
活性を持つと説明した。カスパーゼ-6 のウェスタンブロットの結果では、カスパーゼ-3 阻
害剤とカスパーゼ-7/3 阻害剤では活性化型の指標の p20 カスパーゼ-6 の生成が阻害されて
47 
 
いた(図 21)。カスパーゼ-6 の Asp178 はカスパーゼ-3 によって切断を受け活性化すること
が示唆されている。カスパーゼ-6 阻害剤は p20 カスパーゼ-6 の生成は阻害できていなかっ
たが、プロドメインの切断された p20p10 カスパーゼ-6 の生成が阻害されており、カスパ
ーゼ-3, -7/3 阻害剤では p20 カスパーゼ-6 の生成は阻害を完全にはしていなかった。そこで
ウェスタンブロット法によって検出した p20p10 カスパーゼ-6 を Image J によって数値化
したところ(図 26)、4-3-1.の結果と相関することが確認された。よって p20p10 カスパーゼ
-6 の活性が、7A6 に対し影響を与えたものと考えられる。さらに、カスパーゼ-6 阻害剤は
p20 カスパーゼ阻害剤の生成は阻害できないが活性化型のカスパーゼの活性を阻害してい
ると考えられる。 
 カスパーゼ-7 もカスパーゼ-6 と同様に p20p10 カスパーゼ-7 の生成量を Image J によっ
て数値化した(図 27)。結果より、カスパーゼ-6 とは異なり、p20p10 カスパーゼ-7 生成量と
7A6 の検出量とは相関関係は示さなかった。しかしながら、p20p10 カスパーゼ-7 生成量は
蛍光基質を用いたカスパーゼ-7 の活性測定の値と相関した。よって、カスパーゼ-7 ではな




図 26  ウェスタンブロット法によって検出した p20p10 カスパーゼ-6 の数値化 







図 27  ウェスタンブロット法によって検出した p20p10 カスパーゼ-7 の数値化 






パーゼも検討するためにカスパーゼ-8 阻害剤 Ac-IETD-CHO とカスパーゼ-9 阻害剤
Ac-LEHD-CHO、さらに Ac-DEVD-CHO も用いて検討することにした。抗 Fas 抗体誘導
によるカスパーゼの開裂を確認した (図 28)。結果よりカスパーゼ -3 の切断阻害は
z-Asp-CH2-DCB、Ac-DEVD-CHO、Ac-IETD-CHO によって阻害された。カスパーゼ-7 で
は p20p10 カスパーゼ-7 の生成は z-Asp-CH2-DCB、Ac-DEVD-CHO、Ac-IETD-CHOによ
って阻害された。とくに Ac-IETD-CHO では p20 の生成も阻害された。カスパーゼ-6 も
z-Asp-CH2-DCB、Ac-DEVD-CHO、Ac-IETD-CHO によって特に阻害されたと考えられる。
カスパーゼ-8 も z-Asp-CH2-DCB、Ac-DEVD-CHO、Ac-IETD-CHO によって阻害された






図 28 ウェスタンブロットによるカスパーゼ開裂の検出 
 Jurkat 細胞に z-Asp-CH2-DCB、Ac-DEVD-CHO、Ac-IETD-CHO、Ac-LEHD-CHO を
それぞれ 50 μM で 1 h で処理し、抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 4 h 作用させた後、細胞を可
溶化(タンパク質サンプル)させた。カスパーゼ阻害剤および抗 Fas 抗体の未作用サンプルも
作成し、ウェスタンブロット法によってカスパーゼの開裂状態を解析した。カスパーゼ-6, -7
は p20 の生成が活性化の指標となっている。 
 
 
4-3-4. カスパーゼ阻害剤による 7A6 の解析 
 今までに用いてきたカスパーゼ阻害剤によって 7A6 のミトコンドリア局在の解析を
FCM で行った(図 29)。横軸が 7A6 の検出量、縦軸は細胞数を示している。 で示した
範囲を 7A6 がミトコンドリアに局在していると見なした。結果より抗 Fas 抗体単独処理時
では 7A6 は最も検出され、カスパーゼ-8 阻害剤 Ac-IETD-CHO 処理時では最も検出が少な
かった。カスパーゼ-3 阻害剤の Ac-DEVD-CHO では 7A6 の検出が z-Asp-CH2-DCB と
Ac-IETD-CHO と同様に 7A6 の検出が減少した。カスパーゼ-9 阻害剤 Ac-LEHD-CHO で






図 29  フローサイトメトリーによる 7A6 抗原の検出 
 抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 6 h で処理し、ジギトニンによって細胞膜透過性にし、赤色蛍
光色素 PC5 を結合させた Apo2.7 を作用させた。蛍光強度を FCM で解析した。 
 
4-3-5. カスパーゼ-3 欠損細胞を用いた 7A6 解析 
 
 図 26 より、カスパーゼ阻害剤によって 7A6 のミトコンドリア局在にはエフェクターカス
パーゼのカスパーゼ-3 ではなくカスパーゼ-6 が特に重要であることが示唆された。 
カスパーゼ-3欠損細胞、MCF7細胞に対しタモキシフェンを作用させ 7A6の検出をFCM
で解析した(図 30)。横軸が 7A6 の検出量、縦軸は細胞数を示している。 で示した範囲
を 7A6 がミトコンドリアに局在していると見なした。タモキシフェン未作用時では 






図 30  MCF7 細胞の 7A6 の検出 
 抗 Fas 抗体を 0.5 μg/mL で 6 h で処理し、ジギトニンによって細胞膜透過性にし、赤色蛍






カスパーゼ-3 に特異的であり、Ac-VEID-CHO はカスパーゼ-6 に特異的であることが確認
できた。よって Ac-DNLD-CHO、Ac-DQTD-CHO、Ac-VEID-CHO を作用させた状態で抗
Fas 抗体処理した。作用後に Apo2.7-PC5 によって 7A6 を検出した。結果より、カスパー
ゼ阻害剤未作用時には 7A6 の検出量が有意に増加した。カスパーゼ阻害剤を作用させてい
た場合は 7A6 の検出量は減少した。しかしながら、カスパーゼ-3 阻害剤 Ac-DNLD-CHO
作用時の減少量は最も少なく、カスパーゼ-6 阻害剤 Ac-VEID-CHO作用時では 7A6 の減少
量は最も多く有意であった。よって Fas 誘導経路において 7A6 の上流にはカスパーゼ-6 が
位置していることが示唆された。 
 7A6 はカスパーゼ-6 によって制御されていることが示唆されたが 7A6 の FCM による検
出量とウェスタンブロットによる p20p10 カスパーゼ-6 の検出量が似ていることに気付い
た。よってウェスタンブロット法による p20p10 カスパーゼ-6 の検出量とプロカスパーゼ-6
の検出量を Image J によって数値化し、p20p10 カスパーゼ-6 の検出量をプロカスパーゼ-6
検出量で割った数値をグラフ化し解析したところ、FCM による 7A6 の検出量と相関が認め
られた。通常カスパーゼは、大サブユニットと小サブユニットのヘテロ四量体となって活
性を持つと考えられているが p20p10 カスパーゼ-6 も活性があることが分かっている。よ




さらにカスパーゼ-7 活性測定の値と p20p10 カスパーゼ-7 の生成量が相関した。よって
p20p10カスパーゼ-7もp20p10カスパーゼ-6と同様に活性があることが示唆されたが、7A6
の制御に係わっていないことも示唆された。 
 カスパーゼ-8 阻害時でも 7A6 の検出量は減少した。抗 Fas 抗体はカスパーゼ-8 を活性化
させ下流のカスパーゼを活性化に導くと説明したが、本実験ではカスパーゼ-8 の阻害時で
は下流のカスパーゼ-6 の活性化も阻害され 7A6 の検出量が減少したことが示唆された。 
阻害剤を用いた実験においてはカスパーゼ-6 が 7A6 を制御していると示唆されたが、カ
スパーゼ-3を阻害しても減少した。よってカスパーゼ-3欠損細胞MCF7を用いて解析した。








 7A6 はカスパーゼ-6 阻害剤で抑制されることが分かったが、特異的な阻害剤でも非特異
的な阻害は生じる。実際、Ac-DNLD-CHO と Ac-DQTD-CHO の違いも検証した。よって
非特異的阻害を排除するため、siRNA によってカスパーゼ-6 のノックダウン実験を試みた。 
 siRNA（short interfering RNA）は RNAi（RNA interference）と呼ばれる 21~23mer
の二本鎖 RNA によって特異的に mRNA、発現抑制が行われる現象である。RNAi は 1998
年に Fire らによって線虫にて見出されたが(101)、2001 年に Elbashir らにより哺乳類細胞
でも siRNA による配列特異的な発現抑制が可能であることが証明された(202)。siRNA に
よるノックダウン原理は siRNA をエレクトロポレーション等で細胞内へ導入すると、
siRNA のセンス鎖が分解される。分解されずに残ったアンチセンス鎖に RISC
（RNA-induced silencing complex）が結合し複合体が生成された後に、特異的に mRNA
をセンス鎖として二本鎖 RNA となり、mRNA が分解を受けノックダウンされる(102)。 
 
 
図 31 siRNA によるノックダウン 
 特異的な siRNA を細胞内に導入するとセンス鎖が分解を受ける。残ったアンチセンス鎖








 実験に用いた Jurkat の培養は 2-2-1.項に詳述した。 
 
5-2-2. 細胞への siRNA 導入 
 
 細胞への導入は Neon Transfection System(Thermo Fisher Scientific)を用いた。Jurkat
細胞を 5min、4℃、300 gで遠心分離によって RPMI1640 培地を除去し、PBS によって懸
濁後エッペンドルフチューブに移した。5 min、4℃、300 gで遠心分離によって PBSを除
去後、チューブ内の細胞(2×106 cells)に Neon Transfection System の Buffer R を 39 µL
加え懸濁した。懸濁後、10 µM siRNA を 1 µL 加え懸濁しエレクトロポレーション法(Neon 





5-3-1.  カスパーゼ-6 の siRNA によるノックダウン 
 









図 32  特異的 siRNA によるカスパーゼ-6 ノックダウン実験 















図 33  カスパーゼ-6 ノックダウン時における 7A6 抗原の検出 
 カスパーゼ-6 をノックダウンした Jurkat 細胞を用いて実験を行った。抗 Fas 抗体を 0.5 
μg/mL で 6 h で処理し、ジギトニンによって細胞膜透過性にし、赤色蛍光色素 PC5 を結合





 阻害剤の非特異的な影響を除外するため、カスパーゼ-3 欠損細胞 MCF7 を用いて 7A6 に
対しカスパーゼ-3 は関係ないことを示した。カスパーゼ-6 に対しては RNA 干渉を用いた
siRNA によってカスパーゼ-6 のノックダウンを試みた。結果としては完全な発現阻害では
ないが発現量の減少を確認し、FCM で 7A6 の解析を行った。ノックダウンを行っていない
Jurkat 細胞では 7A6 の検出量の増加を確認した。 カスパーゼ-6 のノックダウン Jurkat
細胞でも抗 Fas 抗体によって 7A6 の検出量は増加したがノックダウンを行っていない
Jurkat 細胞より減少した。siRNA によるノックダウンはカスパーゼ阻害剤とは違い非特異
的な阻害はないと考えられ、カスパーゼ-6 の影響のみと考えられる。さらに図 24 の結果よ
り、z-VEID-CHO作用時でもカスパーゼ-7 の活性化阻害は行われていなかったことからも、






 抗 Fas 抗体は Fas を活性化させカスパーゼ-8 活性に導く。活性化したカスパーゼ-8 はエ
フェクターカスパーゼを直接または内因性経路を通ってカスパーゼ-9 を活性化させ、エフ
ェクターカスパーゼを活性化させる。本実験でも白血病細胞株 Jurkat に対し、抗 Fas 抗体
を作用させるとカスパーゼ-8, -3 の開裂も確認した。さらにアガロース電気泳動によって
DNA ラダーも確認した。汎カスパーゼ阻害剤 z-Asp-CH2-DCB を事前に作用させた後に抗
Fas 抗体を作用させると、カスパーゼ-8, -3 の開裂が阻害され、DNA ラダーの生成は完全
に阻害された。7A6 のミトコンドリア局在は Jurkat 細胞にジギトニン作用させ細胞膜に透
過性を持たせ、蛍光色素を結合させた抗 7A6 抗体、Apo2.7-PC5 を作用させ 7A6 と結合さ
せた後、共焦点顕微鏡で 7A6 の局在場所を確認し、FCM で 7A6 を定量した。共焦点顕微
鏡の Jurkat 細胞にはあらかじめ Mitotracker green で処理し、観察した結果、抗 Fas 抗体
処理時では、7A6 はミトコンドリアに局在していることが確認できた。よって FCM で検出
した 7A6 もミトコンドリアに局在していることが分かる。FCM で測定すると、抗 Fas 抗
体を作用させると未作用に比べ有意に上昇した。さらに z-Asp-CH2-DCB を作用させて抗
Fas 抗体を作用させた場合は抗 Fas 抗体単独作用に比べ有意に減少した。カスパーゼを阻
害すると 7A6 のミトコンドリア局在も減少することを本実験でも示した。さらにカスパー
ゼ-3 阻害剤 Ac-DEVD-CHO でも 7A6 のミトコンドリア局在が減少することが報告されて
いる。しかしながら、Ac-DEVD－CHO は特性が低いことが報告されており、カスパーゼ-3
以外も強く阻害されている可能性がある。よって特異性の高いエフェクターカスパーゼを
用いる必要があると考えカスパーゼ-3 の阻害剤には Ac-DNLD-CHO、カスパーゼ-6 の阻害
剤は Ac-VEID-CHO を用いた。カスパーゼ-7 については単独で阻害する阻害剤はまだ見出
されてないためカスパーゼ-7/3 阻害剤 Ac-DQTD-CHO を用いた。ウェスタンブロットでは
カスパーゼ-3 の開裂を見るとカスパーゼ-3 阻害剤とカスパーゼ-7/3 阻害剤では違いが見ら
れず開裂が同様に阻害され、カスパーゼ-6 阻害剤では開裂に対し影響はなかった。カスパ
ーゼ-7 の開裂ではカスパーゼ-3 阻害剤とカスパーゼ 7/3 阻害剤は似た結果となったが違い
もあった。カスパーゼ-7 の開裂は抗 Fas 抗体によって p20p10 カスパーゼ-7 と p20 カスパ
ーゼに切断されることが分かった。カスパーゼ阻害剤は p20 カスパーゼ-7 への切断は阻害




た。カスパーゼ-6 の開裂でもカスパーゼ 3 阻害剤とカスパーゼ-7/3 阻害剤は同様に p20 カ
スパーゼ-6 への切断を阻害した。カスパーゼ-6 は D178 にカスパーゼ-3 認識されるためで
あると考えられる。しかし p20p10 カスパーゼ-6 への切断阻害はあまり行われなかった。
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カスパーゼ-6 阻害剤は p20 カスパーゼ-6 への切断は阻害できなかったが、p20p10 カスパ
ーゼ-6 への切断は阻害した。 
 Fas 誘導による 7A6 のミトコンドリア局在に対するカスパーゼ阻害実験ではカスパーゼ
-3, -7/3, -6 阻害剤で減少が見ら、特にカスパーゼ-6 阻害剤で有意な減少が確認できた。こ
の結果より、カスパーゼ-6 が 7A6 を制御していることが示唆された。ウェスタンブロット
法によってわかったカスパーゼ-6 阻害剤の特徴は p20p10 カスパーゼ-6 の生成を特に阻害
するものだった。よって p20p10 カスパーゼ-6 の生成量を Image J によって数値化した結




の生成が阻害されるが p20p10 カスパーゼ-6 は阻害されない。カスパーゼ-6 阻害剤では
p20p10 カスパーゼ-6 の生成を阻害し、生成された活性化型には直接作用し阻害している可
能性がある（図 32）。蛍光基質を用いたカスパーゼ-6 活性評価の結果でもカスパーゼ-6 阻
害剤が最もカスパーゼ-6 の活性を抑制していることからも考えられる。 
 7A6 とカスパーゼ-6 の関係をより明確にするために、siRNA によるカスパーゼ-6 のノッ
クダウンを行い、カスパーゼ-6 の発現量の減少をウェスタンブロット法によって確認した。
ノックダウンに影響を与えないコントロール siRNA導入細胞ではFas誘導アポトーシスに
対して 7A6 のミトコンドリア局在は上昇した。カスパーゼ-6 ノックダウン細胞では Fas 誘
導アポトーシスによる 7A6 のミトコンドリア局在はコントロール siRNA に比べ減少した。












抗体を用いて 7A6 抗原とカスパーゼとの関係性を検討した。 
 抗 Fas 抗体を Jurkat 細胞に作用させるとカスパーゼ開裂及び DNA 断片化が抑制され、
7A6 抗原のミトコンドリア局在も抑制されていた。この結果より、抗 Fas 抗体はカスパー
ゼの活性を介しアポトーシス及び 7A6 抗原のミトコンドリア局在を確認した。 
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 特異的エフェクターカスパーゼ阻害剤の作用確認実験では、カスパーゼ -3 阻害剤
Ac-DNLD-CHO 及びカスパーゼ-7/3 阻害剤 Ac-DQTD-CHO の特異性に違いがあることを
PARP1 開裂及びカスパーゼ活性評価によって確認した。DNA 断片化は、Ac-DNLD-CHO
及び Ac-DQTD-CHO に差異はなかった。カスパーゼ-6 阻害剤 Ac-VEID-CHO では PARP1
開裂、DNA 断片化の抑制能は弱くアポトーシスは進行していると考えられる。さらにカス
パーゼ-6 の開裂では p20 カスパーゼ-6 の発現を抑制できていなく、プロドメインの欠損し
た p20p10 カスパーゼ-6 の発現を完全に抑制していた。 
 Fas 誘導による 7A6 局在に対するカスパーゼ阻害実験ではカスパーゼ-6 阻害剤で有意な
減少が見られた。ウェスタンブロット法の結果より、p20p10 カスパーゼ-6 の発現量がカス
パーゼ-6 阻害剤によって特に阻害されていたため、Image J によって数値化した結果、7A6
の検出量と p20p10 カスパーゼ-6 の発現量が相関することを見出した。 
 カスパーゼ-6 に刺激が加わると Asp23 で切断を受けプロドメインが排除されると考えら
れる。カスパーゼ-6阻害剤 Ac-VEID-CHOはAsp23の切断を阻害することが示唆された(図
34)。プロドメインが切断された p20p10 カスパーゼ-6 は活性を持つことが示されており、
本実験でも示唆された。カスパーゼ-3 が活性化していると Asp178 が切断され、大サブユ
ニットと小サブユニットに分かれる。小サブユニットには Asp178 から Asp193 までリンカ
ーと呼ばれる配列が残っているが、Asp193 で切断されると考えられる。最終的に二つの大
サブユニットと二つの小サブユニットのヘテロ四量体になると考えられている。本実験で





を用いた場合はカスパーゼ-6 を阻害できるため 7A6 に対して影響が大きかったと考えた。 
7A6 とカスパーゼ-6 の関係をより明確にするために、カスパーゼ-3 欠損細胞の MCF7 細
胞を用いて解析したところ Jurkat細胞と同様に 7A6 の検出が行えた。蛍光基質を用いたカ
スパーゼ活性測定ではカスパーゼ-6 阻害時にはカスパーゼ-7 の活性化を誘導されていたこ
とから 7A6 にはカスパーゼ-3/7 は影響しないことが示せた。さらに siRNA によるカスパー
ゼ-6 のノックダウンを行い、発現量をウェスタンブロット法によって確認し、発現量の減
少を確認した。よって抗 Fas 抗体誘導による 7A6 抗原の検出を行ったところ、コントロー
ル siRNA では抗 Fas 抗体単独と同様に有意な上昇となった。特異的 siRNA によるカスパ









があり、本実験でも阻害剤で DNA 断片化に対し若干の抑制を確認している。 
 7A6 はカスパーゼ-6 に対して制御されることを本研究で見出したが、カスパーゼ-6 の
基質となるタンパク質も複数報告されている。そこから 7A6 の候補となるタンパク質を考
察してみる(図 35)。 
カスパーゼ-6 の基質はラミン A/C が有名であり、切断されたラミン A/C の生成はカスパ
ーゼ-6 の活性化の指標として用いられている(103)。分子量はラミン A が 50 kDa でありラ
ミン C が 41 kDa、切断を受けたラミンは 28 kDa となる。ラミンは核タンパク質であり、
切断を受けると核への傷害からアポトーシスが誘導されると考えられている(70, 71)。 
Cho らは HAUSP、PARD3、GEP100、SDCCAG3、Kinesin5B がアポトーシス時にカ
スパーゼ-6 の基質になることを見出した(104)。 HAUSP は 130 kDa の核タンパク質であ
り、p53 と MDM2 の脱ユビキチン化酵素であることが示されている(105)。MDM2 はユビ
キチン化酵素であり、常時 p53 をユビキチン化し p53 の分解を誘導し細胞生存に寄与して
いる。HAUSP は通常、MDM2 の脱ユビキチン化に働き MDM2 の分解を抑制し細胞生存
に働いているが、DNA 損傷時には p53 の脱ユビキチン化に働きアポトーシスを誘導するこ
とが示された(106)。スタウロスポリンによるアポトーシス誘導時にはカスパーゼ-6 によっ
て HAUSP は切断されることが示されたことによって、p53 の活性化およびアポトーシス
が誘導されることが示唆された 105)。 
PARD3 は分子量 125 kDa のタンパク質であり、アポトーシス時に核で発現上昇すること
が示され、Aktの抑制、p38とカスパーゼの活性化に寄与していることが示されている(107)。 


















唆された(111)。アミロイドβは 5 kDa の細胞膜局在タンパク質でありタウは核膜に局在す
る約 56 kDa のタンパク質であるが特定の位置で切断を受けると約 36 kDa になる。ハンチ
ントン病では、カスパーゼ-6 はハンチンチンを分解することでハンチントン病を進行させ
ていることが示唆されている。ハンチンチンは 350 kDa のタンパク質であり、切断を受け
ると 85 kDa となる。通常は核に局在しているがハンチントン病モデルではミトコンドリア
に局在していることが示された(112)。上記のタンパク質は 7A6 のミトコンドリア局在の特
徴と一致する。さらにタウの切断を受けたミトコンドリア移行時の分子量は 36 kDa と 7A6
とほぼ等しい。しかしながら、7A6 は細胞膜、核には局在しないことが観察されている。 
カスパーゼ-6 はアポトーシスの誘導だけでなくオートファジー関連タンパク質の p62 と
Atg3 も切断しオートファジーを抑制していることが示されている(113)。しかしながらカス
パーゼ-3 によっても切断されることも示された。7A6 はカスパーゼ-3 を必要としないこと
を証明した。よって p62 および Atg3 と 7A6 は同一ではなく、オートファジー関連でもな
いことも示唆された。 
アポトーシス時にミトコンドリアに局在移行するタンパク質は Bcl-2 ファミリータンパ
ク質が有名である。カスパーゼ-8 が活性化すると 22 kDa の Bid を切断し 15 kDa の tBid
に切断生成する。 
Bak と Bax もサイトゾルからミトコンドリアに局在移行する(114)。Bak は 25 kDa であ
りBaxは 20 kDaである。アポトーシスの刺激が加わるとミトコンドリア膜へ局在移行し、
多量体を形成後 MPT 細孔の形成からアポトーシス促進因子の放出を誘導する(114)。 
Bok(BCL-2 related ovarian killer)は 23 kDa(115)、Bim (BCL-2 interacting mediator)は
23 , 15, 12 kDa(116)、PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis)は 23 kDa(117)、
Bik (BCL-2 interacting killer)は 20 kDa(118)、BAD (BCL-2 associated death promoter)
は 23 kDa(119)、BMF (BCL-2 modifying factor) は 21 kDa(120)、NOXA (NADPH oxidase 




7A6 と挙動が似ているが、分子量の点では 7A6 とはほかのタンパク質であると考えられる。 
 7A6 とカスパーゼ-6 との経路を考察すると、Zhang らは Apo2.7 を用いたウェスタンブ




ンドも 7A6 と考えると、7A6 は 38 kDa で生成され常時、分解酵素によって分解を受けて
いると考えられる。アポトーシスの刺激が加わるとカスパーゼ-6 が活性化し 7A6 を分解し
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ている酵素を分解し 7A6 は 38 kDa のままで存在でき、ミトコンドリアに局在できると考
えた。 
  7A6 のミトコンドリア局在は DNA の断片化やクロマチンの凝集前に起こるため(90)、
カスパーゼ-6 の活性化直後のイベントであり、アポトーシス時にミトコンドリアに局在す







図 34 カスパーゼ-6 の活性化の模式図及び阻害剤の阻害経路図 

































図 36 7A6 とカスパーゼ-6 の経路図の推定 
 7A6 は通常状態で産生されるが常時、酵素によって切断を受けている。アポトーシ










図 37  7A6-カスパーゼ-6 のアポトーシスの概要 
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